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1. INTRODUCCIÓN 
La respuesta inmune generada en contra de un antígeno (bacteria, virus o 
parásito) inicia con la presentación de péptidos por parte de las Células 
Presentadoras de antígenos (CPA). Las CPA presentan fragmentos proteicos 
(péptidos) provenientes del antígeno, en el contexto del Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad (CMH) a los linfocitos T vírgenes, los cuales tienen moléculas 
de superficie en la membrana (TCR del inglés, T Cell Receptor) encargadas de 
reconocer el péptido antigénico y desencadenar una respuesta inmune (Bonet-
Rosello & Martínez-Córdova, 2004). 
 
El grupo funcional Inmunología de La Fundación Instituto De Inmunología de 
Colombia (FIDIC) está enfocada en el estudio de la presentación de péptidos 
antigénicos como uno de los métodos experimentales para estudiar la respuesta 
inmune ante Plasmodium, parásito causante de la malaria. Para recrear el 
mecanismo se hace necesario el uso de las moléculas que realizan el proceso de 
presentación; con base en ello la pasantía de investigación a realizar en la FIDIC 
tiene como propósito la purificación de anticuerpos (Anti-DR) para el aislamiento 
de las moléculas del CMH en particular las DR. Para ello se cuenta con una línea 
celular que expresa anticuerpos monoclonales Anti-DR, denominada 
comercialmente como L-243. 
 
La línea celular L-243 es un hibridoma ATCC que resulta de inmunizar ratones con 
células B humanas denominadas RPMI 8866; por lo cual el bazo empieza a 
producir linfocitos contra ellas. Posteriormente se toman células del bazo del 
espécimen, las cuales se fusionan con células NS-1 (estas pertenecen a la línea 
mielocítica) para la producción de anticuerpos monoclonales que reconocen 
moléculas del CMH clase II humano (DR) (L243 (ATCC® HB55), 2013).  
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El hibridoma (L-243) se cultiva en un medio rico en vitaminas y proteínas 
necesarias para el óptimo crecimiento, a medida que las células consumen los 
nutrientes se debe reemplazar por medio fresco. La línea L-243 se caracteriza por 
producir anticuerpos monoclonales (Anti-DR) secretados al medio; por ello la 
purificación se realiza a partir del sobrenadante de cultivo. 
 
A partir de las muestras obtenidas en el proceso de purificación es necesario 
detectar la presencia del anticuerpo, la cual se realiza con la técnica de Dot blot 
para confirmar la presencia del Anti-DR, mediante electroforesis de proteínas 
(SDS-PAGE) se confirma el peso molecular y con el método del Ácido 
Bicinconínico (BCA) se realiza la cuantificación. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo General 
 
 Purificar anticuerpos monoclonales Anti-DR a partir del sobrenadante de 
cultivo del hibridoma L-243 por medio de cromatografía de afinidad para 
el aislamiento de moléculas DR. 
 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Obtener sobrenadante de cultivo de la línea celular L-243. 
 
 Realizar la purificación del anticuerpo monoclonal Anti-DR mediante 
cromatografía de afinidad. 
 
 Verificar la integridad del anticuerpo monoclonal Anti-DR por medio de 
técnicas de separación e inmunohistoquimicas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
Uno de los objetivos del grupo funcional de Inmunología de la FIDIC, es estudiar 
las interacciones entre los Antígenos y el Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
clase II (Figura 1), con el fin de caracterizar la respuesta inmune de un grupo de 
péptidos seleccionados como posibles candidatos a vacuna contra la malaria.  
 
La línea celular L-243 se caracteriza por la producción del anticuerpo monoclonal 
(Anti-DR) que es capaz de reconocer moléculas del CMH Clase II. Debido a esto, 
se hace necesario cultivar estas células para obtener una cantidad necesaria de 
dicho anticuerpo, el cual es secretado al medio de cultivo donde estas crecen. Una 
vez se obtenga una cantidad considerable de Anti-DR será usado para aislar las 
moléculas del CMH Clase II (L243 (ATCC® HB55), 2013). 
 
 
 
Figura 1: Estructura del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase II (modificada de: 
http://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2009/02/clip-image00219.gif) 
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4. GENERALIDADES DE LA ENTIDAD 
 
La Fundación Instituto de Inmunología de Colombia, es un centro de investigación 
sin ánimo de lucro conformada por un equipo profesional multidisciplinario 
dedicada a la investigación en ciencias biomédicas, fundada en 1972 por el 
Profesor Manuel Elkin Patarroyo (Diagrama 1). 
 
El objetivo de la FIDIC es el desarrollo de vacunas sintéticas destinadas a la 
prevención de enfermedades como la Malaria, la Tuberculosis, la Leishmaniosis y 
el Cáncer de Cuello Uterino. Cuenta con un grupo de investigadores entre los 
cuales se incluye biólogos, bacteriólogos, químicos, matemáticos, médicos, 
ingenieros entre otros. 
 
También hace parte de los intereses del instituto capacitar en el campo de la 
investigación a aquellos profesionales de ciencias básicas y salud que se sientan 
inclinados a seguir esta disciplina. 
 
Diagrama 1. Estructura organizacional de la FIDIC 
(Tomada de: http://www.fidic.org.co/pagina/organigrama.html) 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1. CULTIVO DEL HIBRIDOMA 
 
5.1.1. REACTIVACIÓN CELULAR 
 
Las muestras del hibridoma que fueron almacenadas en crioviales a -80°C con 
una densidad celular de 12x106 celulas/mL en suero fetal bovino al 90% y 
Dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% se descongelaron en baño de maría a 37°C y se 
centrifugaron a 800 rpm en medio RPMI suplementado al 20% con Suero Fetal 
Bovino para lavar y retirar el DMSO (Bautista, Acosta, & Toledo, 2000). 
Finalmente se resuspendieron en RPMI + 20% SFB manteniendo estas 
condiciones de siembra durante una semana hasta que la línea estabilizó su 
metabolismo. 
 
Para estimar la viabilidad del cultivo se contaron las células vivas en los cuatro 
cuadrantes de la cámara de Neubauer, se divide entre el número total de células 
(vivas y muertas del cuadrante) y se multiplica el resultado por 100% (Figura 2). 
Se considera que un cultivo tiene una viabilidad optima si la ecuación arroja un 
resultado de minimo 80% (Ecuación 1) (Ramirez & Mendoza, 2008). 
 
%𝒗 =
𝑵𝒐. 𝒅𝒆 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒗𝒊𝒗𝒂𝒔 𝒅𝒆𝒍 𝒄𝒖𝒂𝒅𝒓𝒂𝒏𝒕𝒆
𝑵𝒐. 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 
 𝒙 𝟏𝟎𝟎% 
Ecuación 1. Viabilidad de un cultivo celular 
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Figura 2. Cuadrantes para conteo en una cámara de Neubauer 
 
Para el conteo celular se debe tener un rango de concentración entre 250.000 y 
2’500.000 de células por mililitro; con una concentración optima de 1’000.000/ml 
ya que por debajo y por encima de estos rangos se puede presentar un margen de 
error significativo (Celeromics, Celeromics, 2011). 
 
Una vez que se ajustó la concentración de la muestra se tomó una alícuota para 
diluirla en azul de tripán. El azul de tripán se preparó por dilución al 10% en PBS 
estéril. Éste reactivo se clasifica dentro del grupo de los colorantes supravitales, 
por lo que las células viables mantienen permeabilidad selectiva evitando el 
traspaso del colorante a través de la membrana, mostrándose brillantes o 
iridiscentes. Mientras que cuando la membrana está alterada o la célula está 
muerta la permeabilidad selectiva se pierde y la célula se tiñe, en este caso se 
observa oscura, de color azul (Stornelli & De La Sota, 2006) (Figura 3).Después 
de la reactivación, la primera siembra se realiza a una densidad de 8x104 
células/ml para lo cual se usa una caja pequeña de 25 cm2. 
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Figura 3. Viabilidad de cultivo celular.  A. Células iridiscentes (Vivas)  B. Células 
oscuras (Muertas)  
 
 
5.1.2. COSECHA 
El medio RPMI (Anexo 1) contiene rojo de fenol e inicialmente tiene un pH de 7,4 
manteniendo una coloración rojiza (Anexo 2) pero por metabolismo celular se 
producen desechos que lo acidifican virando a color amarillo en éste momento se 
efectuó la cosecha y se cambió de medio. (GIBCO-LIFETECHNOLOGIES, 2012) 
 
Una vez que el medio fué metabolizado se retiró y se cambió por medio fresco. 
Para ello se centrifugó la muestra a 800rpm durante 5 minutos en tubos falcon; 
esto permitió que las células precipitaran al fondo mientras que el sobrenadante se 
descartó por inversión. Este sobrenadante se almacenó en un recipiente a -20°C. 
 
Cada vez que se realizó la cosecha y nueva siembra de células se mantuvieron 
las condiciones de densidad celular (75.000 células/mL) según la capacidad de la 
caja de cultivo. Esto quiere decir que para la caja pequeña (25cm2) se sembraron 
máximo 750.000 células en un volumen máximo de 10ml mientras que para la caja 
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mediana (75cm2) se sembraron máximo 3.750.000 en 50ml. Siguiendo con esta 
proporción la caja grande (150cm2) el volumen máximo fué de 100mL que 
correspondería a 7.500.0000. 
 
Para ello se calculó la media aritmética del total de células contadas por cuadrante 
en la cámara de Neubauer y se multiplicó este valor por el factor de dilución (fd) 
empleado, por la constante de volumen de la cámara (10000). Finalmente el valor 
obtenido se multiplicó por el volumen de la solución (v) (Ecuación 2) (Celeromics, 
Conteo en Cámara de Neubauer, 2014) 
 
# 𝒅𝒆 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 =
𝑪𝟏 + 𝑪𝟐 + 𝑪𝟑 + 𝑪𝟒
𝟒
∗ 𝒇𝒅 ∗ 𝒗 ∗ 𝟏𝟎𝟎𝟎𝟎 
Ecuación 2. Estimación del número de células obtenidas por cultivo 
 
Para el aislamiento de las moléculas Anti-DR se trabajó a partir del sobrenadante 
metabolizado; el cual se almacenó a -20°C hasta su uso. Sin embargo fue 
necesario mantener una reserva del hibridoma para futuras reactivaciones debido 
a esto se almacenaron aproximadamente 12x106 células en 1mL de suero fetal 
bovino + 10% de DMSO siguiendo el protocolo de congelación propuesto por 
Bautista, 2000. 
 
 
5.1.3. CONTROL MICROBIOLÓGICO 
 
5.1.3.1. Esterilización del medio RPMI 
La filtración del medio es un método preventivo de control microbiológico. Debido 
a que el medio RPMI contiene proteínas esenciales para el crecimiento de las 
células no es recomendable esterilizar por autoclave o luz U.V., ya que alteraría 
sus propiedades volviéndolo poco nutritivo para el crecimiento celular. Por este 
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motivo la filtración es el método más recomendable ya que durante el proceso no 
se altera ni el pH ni la temperatura del medio. 
 
Para esterilizar el medio de cultivo se usaron 2 membranas, el diámetro del poro 
fue respectivamente 0,45µm y 0,20µm. La de mayor diámetro permitió eliminar 
partículas suspendidas en el líquido; mientras que la 0,20µm funcionó como 
barrera para microorganismos. 
 
El proceso se inició con la ubicación de las membranas, primero la de 0,45µm y 
después la de 0,22µm (Figura 4A) sobre la campana de filtración (Figura 4B), que 
a su vez se conectó a una bomba de vacío (Figura 4C) de esta manera cualquier 
partícula o microorganismo que se encontrara suspendida en el medio RPMI seria 
retenida por la membrana. 
 
 
Figura 4. Equipo de esterilización: 
A. Membrana de Acetato de celulosa  B. Campana de Filtración  C. Bomba de 
vacío. 
 
Una vez filtrado el medio de cultivo se hizo un control de esterilidad, el cual 
consistió en tomar una alícuota del líquido y ponerlo en incubadora a 37C durante 
72h si transcurrido este tiempo no se observó turbidez ni partículas suspendídas 
este se considera apto para cultivar. 
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5.1.3.2. Tinción de Gram 
 
La tinción de Gram es el método de identificación inmediato para la 
presencia de microorganismos contaminantes en un cultivo celular. Al 
aplicar la técnica se observó por microscopía si existia o no bacterias en el 
cultivo. Para ello se seguió el procedimiento sugerido por Cabello (2002) en 
el cual se hizo una modificación, ya que el colorante safranina fué 
reemplazado por fucsina: 
 
 Tomar una muestra del precipitado celular. 
 Realizar un extendido sobre una lámina portaobjetos. 
 Fijación por calor. 
 Tinción de Gram (Anexo 3). 
 
5.1.3.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa para el control de 
Mycoplasma 
Mycoplasma es una bacteria muy pequeña, algunas especies miden 200 nm; por 
este motivo no son detectables por microscopía; carece de pared celular y con 
solo 1 o 2 operones ribosomales. Su genoma es muy reducido; algunas especies 
con solo 525 genes. Este grupo de bacterias pertenece a la clase Mollicutess 
(Lluch, 2010) 
 
Sin embargo un cultivo que está infectado por Mycoplasma sufre cambios en el 
metabolismo celular. Debido a su presencia las células alteran su metabolismo y 
replicación además esta bacteria es capaz de producir sustancias (radicales libres) 
que por oxidación alteran la morfología de la membrana; siendo este tipo de 
señales las sugerentes de la presencia del microorganismo. 
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Para confirmar o descartar la presencia de Mycoplasma en un cultivo, se realizó 
una Reacción en Cadena de la Polimerasa (del ingles Polymerase Chain Reaction 
PCR) que amplificó una región conservada de aproximadamente 280pb en el 
Acido Desoxiribonucleico (ADN) de la bacteria que se evidenció con una 
electroforesis en gel de agarosa al 1%, teñido con Sybr Safe. 
 
 
5.2. PURIFICACIÓN DEL ANTICUERPO 
 
5.2.1. PRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA 
Antes de iniciar la precipitación de proteínas se centrifugó primero el 
sobrenadante obtenido; esto se hizo con el fin de extraer restos celulares que aún 
se encontraban en el sobrenadante; esto se hizo a 10.000 r.p.m. durante 30 
minutos. 
 
La precipitación de proteínas se realizó por saturación del sobrenadante al 45% 
adicionando Sulfato De Amonio [(NH4)2SO4]; esto con el fin de romper la 
interacción iónica que existía entre las proteínas y el sobrenadante. El 
[(NH4)2SO4] ocupó los espacios en los que antes estaba el Anti-DR. Limitando la 
cantidad de moléculas del solvente y de iones disponibles para interactuar por lo 
que la proteína se tornó pesada y precipitó por centrifugación (Véjar Rivera, 
2005); para evitar que la proteína se desnaturalizara la precipitación se realizó en 
baño frío a 0°C. La cantidad de sal agregada al medio para alcanzar el porcentaje 
de saturación se obtubo siguiendo las indicaciones de la Tabla 1; que muestra los 
valores en gramos de la sal por cada litro del sobrenadante; luego de agregarlos a 
la muestra se dejó homogeneizar en agitación durante 1 hora. 
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Tabla 1. Tabla de saturación (Doonan, 1996) 
 
 
 
5.2.2. DIÁLISIS DE LA MUESTRA 
Luego de agregar sulfato de amonio para saturar el medio se centrifugó la solución 
a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos con el fin de precipitar por completo la proteína 
Anti-DR. Una vez transcurrido este tiempo se descartó el sobrenadante y se 
obtuvo un pellet adherido a las paredes de los recipientes. Este pellet estaba 
formado por restos de sulfato de amonio y proteína precipitada (Anti-DR). Este 
pellet se removió con PBS 1X (Anexo 4) y se diluyó máximo en el 10% del 
volumen inicial del sobrenadante. Luego de esto la muestra se introdujo en una 
membrana de diálisis. 
 
Para restablecer las propiedades del anticuerpo Anti-DR alteradas por la sal se 
retiró el exceso de (NH4)2SO4 por medio de una diálisis. La cual consistió en 
aplicar los conceptos de difusión de sustancias a través de una membrana por el 
principio de gradiente de concentración (Stam, 2010). Esta membrana tenía un 
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poro menor a 150 KDa,  por lo que la sal fue retirada mientras que el Anti-DR 
quedó retenido. 
 
Antes de acoplar el anticuerpo se concentró la muestra. De esta manera el 
anticuerpo aumentó su densidad con respecto a la solución donde se encuentra. 
Para ello se empleó un amicón, que es un filtro en cuya base hay una membrana 
porosa, este se seleccionó según el tamaño de la proteína que a purificar o 
concentrar. Este filtro se insertó en un falcon que sirvió como pozo para descartar 
el residuo resultante de la muestra que se filtró. Luego de concentrar la muestra el 
volumen se redujo aproximadamente a la mitad. 
 
 
5.2.3. ACOPLE DEL ANTICUERPO 
Con el dializado concentrado se procedió a realizar el acople de la muestra a la 
proteín A sepharose CL 4B para purificar el Anti-DR y separarlo del resto de 
moléculas que pueda contener el dializado. Para realizar esto se agregó en un 
falcon de 50mL sefarosa + dializado + buffer de unión (Solución tampón Tris 
50mM pH 7,0). La muestra se dejó girando en un helicóptero a 4°C durante toda la 
noche (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Acoplamiento de la proteína Anti-DR a la Protein A Sepharose CL 4B (Tomada 
de: 
https://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20Content/Files/133461
5650802/litdoc18102229_20140122073057.pdf) 
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5.2.4. CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD 
 
Para realizar la cromatografía de afinidad se usó como fase estacionaria Protein A 
Sepharose CL 4B, la cual está enlazada químicamente a un ligando obtenido de 
Staphylococcus aureus que contiene 5 regiones que se unen a la región Fc de las 
IgG (GE HealthcareLife Sciences, 2011) por lo que estas fueron capturadas y 
retenidas mientras que las moléculas no afines fueron eluidas junto a la fase móvil 
(Figura 6). 
 
 
Figura 6. Cromatografía de afinidad A. Columna de cromatografía B. Montaje de 
Cromatografía 
 
Luego del acople se dejó que la Sefarosa precipitara por completo en la columna y 
se filtró la muestra. El residuo filtrado se denominó como Fracción No Retenida 
(FNR).  
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5.2.5. ELUCIÓN DE MUESTRAS 
Para la elución de muestras se usaron 3 Soluciones de elución con distinto pH; los 
cuales fueron aplicados en orden decreciente iniciando con la solución Citrato (pH: 
5.5), Acetato (pH: 4.3) y por último Glicina (pH: 2.5). 
 
El objetivo de esto fue modificar la estructura del anticuerpo para romper su 
afinidad a la fase estacionaria y que el Anti-DR sea eluído. Finalmente por cada 
volumen de sefarosa se agregan 3 volúmenes de solución de elución. Las 
fracciones dependerán del volumen total usado de cada solución de elución. 
 
 
5.3. DETECCIÓN DEL ANTICUERPO 
 
5.3.1. DOT BLOT 
Una vez se realizó la elución del anticuerpo se confirmó su presencia en cada una 
de las alícuotas (Citrato, Acetato y Glicina) obtenidas, para ello se realizó un Dot 
blot. La técnica se fundamenta en usar un anticuerpo marcado con una molécula 
de fosfato; este anticuerpo es específico para reconocimiento de Anti-DR. El 
proceso consistió en colocar una alícuota de 5µl de la muestra eluida sobre una 
membrana de nitrocelulosa; esta membrana tiene la capacidad de mantener unida 
a ella cualquier proteína por lo que se hace necesario bloquear la membrana con 
leche descremada al 5% así el anticuerpo marcado solo se podría unir al Anti-DR. 
Para evidenciar la unión al anticuerpo se utilizó fosfatasa alcalina; si el Anti-DR se 
unió al anticuerpo marcado la fosfatasa degradaría el ión fosfato exponiendo una 
reacción cromogénica por lo que el punto donde fue colocada la muestra eluida 
toma una coloración lila. 
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5.3.2. ELECTROFORESIS DE LA PROTEINA 
Para realizar una electroforesis vertical se preparó un gel de poliacrilamida; cuyos 
reactivos se describen en el Anexo 5. 
 
La electroforesis consiste en el recorrido de proteínas a través de la superficie de 
un gel “sodium dodecyl sulfatepoliacrilamida” (SDS-PAGE). Este gel consta de 2 
partes: en la primera se prepara el gel de separación (Anexo 6) y en la segunda 
se prepara el gel de concentración (Anexo 7) este último solo se prepara cuando 
el primero está totalmente polimerizado. 
 
Los pozos donde se depositó la muestra se formaron con la ayuda de un peine 
este peine debe ser colocado inmediatamente se agrega el gel de concentración. 
El gel de concentración se caracteriza por tener poros de mayor tamaño que el de 
separación; de esta manera las moléculas fluyen libremente hasta que alcanzan el 
de separación, donde se separan en base a su peso molecular y un gradiente 
eléctrico; aquellas más livianas tienden a moverse más rápido. El peso de la 
banda se estimó con un marcador de peso molecular (Castro, 2009) 
 
 
5.3.3. CUANTIFICACIÓN: 
Una vez el dot blot y la electroforesis confirmaron la presencia de Anti-DR se 
cuantificó la cantidad de proteína presente, para lo cual se midió la absorbancia a 
una longitud de onda específica extrapolada con una curva de concentración 
estándar (Baquero, 2005). 
 
Los métodos empleados fueron Ácido Bicinconínico (BCA) y Bradford. La 
cuantificación por BCA consiste en que las proteínas reducen iones cúpricos 
(Cu2+) a iones cuprosos (Cu+) en medio alcalino; a su vez dos moléculas de BCA 
reaccionan con una de Cu+ produciendo un color purpura equivalente a la cantidad 
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de proteína presente (Antharavally, 2009). Mientras que la cuantificación por 
método de Bradford consiste en que su componente el azul de coomassie se une 
a las proteínas en un medio ácido provocando una reacción colorimetría donde 
aumenta la coloración azul según la concentración de proteínas. La curva de 
calibración se realiza con albumina sérica bovina. 
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6. RESULTADOS 
 
6.1. CULTIVO CELULAR 
 
6.1.1. Reactivación del Hibridoma 
La línea celular que inicialmente fue congelada con 12x106 células/mL de SFB + 
DMSO 10% tubo una viabilidad del 81% al momento de ser reactivada (Figura 7). 
Lo que quiere decir que se obtuvieron 9,72x106 células. 
 
 
Figura 7. Reactivación del Hibridoma L-243 
 
 
6.1.2. Cosecha 
El anticuerpo Anti-DR se aisló a partir del sobrenadante metabolizado; la cantidad 
de sobrenadante obtenido por cada caja cosechada dependía del tamaño de la 
misma. Para una caja pequeña el máximo volumen fue de 10ml; mientras que 
para una caja mediana el volumen recolectado fue de 50ml y la caja grande tenía 
una capacidad de 100ml de volumen. 
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6.1.3. CONTROL MICROBIOLÓGICO 
 
6.1.3.1. Tinción de Gram: 
Se realizó un extendido de 3 µL a 5µL de las células cultivadas sobre una lámina 
porta objetos. Se dejó secar el extendido a temperatura ambiente y se realizó la 
tinción de gram con los resultados de la Figura 8. 
 
 
Figura 8. Tinción de Gram para el Hibridoma L-243. Imagen 100X 
 
 
6.1.3.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa para el Control 
de Mycoplasma: 
Se realizó una PCR para la detección de Mycoplasma en 4 muestras celulares; 
obtenidas de los diferentes laboratorios que conforman la FIDIC los resultados se 
ven por medio de un gel de agarosa (Figura 9). 
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Figura 9. Gel de agarosa 1% para PCR mycoplasma. En las muestra 5 se detecta ADN 
de Mycoplasma. En los carriles 1 y 3 se siembra un control negativo y positivo 
respectivamente. El carril 2 corresponde al Marcador de Peso Molecular; mientras que las 
muestras 4, 6 y 7 exponen un resultado negativo para la presencia del ADN de la bacteria. 
 
 
6.2. PURIFICACIÓN DEL ANTICUERPO 
 
6.2.1. Precipitación De La Proteína: 
Por cada litro de sobrenadante se agregó 258 gr [(NH4)2SO4] para que se 
precipitara el Anti-DR a una temperatura de 0°C (Figura 10): 
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Figura 10. Precipitación del sobrenadante por adición de sulfato de amonio 
 
 
6.2.2. Diálisis 
Se utilizó 3 litro de solución en cada cambio realizado, se hicieron 6 cambios 
con PBS 1X y 2 cambios con Tris-HCL 10 mM cada 3 horas para dializar la 
muestra. Luego de esto se obtuvo una proteína con sus propiedades 
restablecida (Figura 11). 
 
 
Figura 11. Diálisis del precipitado 
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Posterior a la diálisis se obtuvieron 145mL de la muestra por lo que se hizo 
necesario concentrarla con la ayuda de amicones (Figura 12) luego del 
proceso se obtuvo un volumen final de 48mL. 
 
 
Figura 12. Amicón para concentración de muestras 
 
 
6.2.3. Acoplamiento del anticuerpo 
Con la ayuda de la sulucion tampón (Buffer de unión pH:7,0) se logró enlazar el 
Anti-DR a la proteína sefarosa; de esta manera al filtrar la fase móvil arrastró 
consigo el resto de las moléculas separándolas de la proteína de interés. 
 
 
6.2.4. ELUCIÓN DEL ANTICUERPO 
Para la elución de las muestras se usaron 3 volumenes de solución tampón de 
elución (Citrato, Acetato y Glicina) por cada volumen de la columna de sefarosa 
usada, lo que se logró fue romper poco a poco la interacción entre el Anti-DR y la 
sefarosa para que fuera filtrado junto a la fase móvil. (Figura 13) 
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Figura 13. Elución de Anti-DR con ayuda de solución tampón Citrato, Acetato y 
Glicina 
 
En este caso se usaron 4 ml de sefarosa para lo cual se necesitaron 12 ml de 
solución tampón de elución. Luego de esto se dividió la muestra en fracciones; 
cada una con 3 ml de solución tampón de elución más 1 ml de solución 
neutralizante (1/4) (Figura 14) 
 
 
Figura 14. Fracciones de la solución tampón de elución (A. Citrato      B. Acetato      C. 
Glicina) 
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6.3. DETECCIÓN DEL ANTICUERPO 
 
6.3.1. Dot Blot 
El resultado de la prueba de dot blot a las fracciones para detección de Anti-DR se 
evidencia en la figura 15 
 
Figura 15. Dot Blot. Se muestra un resultado positivo para la presencia de Anti-DR en C3, C4, 
C1*, C2*, A4*, G2, G3, G4, G1*, G2* y Fracción No Retenida (FRN). Mientras que C1, C2, C4*, A1, 
A2, A3, A4, A1*, A2*, A3*, G1, G3* y G4* muestran un resultado negativo (sin evidencia de la 
presencia del Anti-DR) 
 
 
6.3.2. Electroforesis De La Proteina 
En la Figura 16 se evidenció la banda que corresponde al peso del Anti-DR en 
cada una de las fracciones obtenidas de la elución del anticuerpo: 
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Figura 16. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida 
 
 
6.3.3. CUANTIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA 
Para la cuantificación de muestras se hizo un montaje por duplicado tanto de 
las fracciones como de la curva de calibración en una placa de 96 pozos (Tabla 
2). Esto con el fin de promediar los resultados obtenidos y tener un valor más 
aproximado a la medida de las absorbancias (Tabla 3). Con la curva de 
calibración de albúmina se generó una ecuación lineal; a partir de la cual se 
despeja la cantidad de µg que posee cada fracción eluida (Tabla 4). 
 
Tabla 2. Mapa de cuantificación de Anti-DR en la placa de 96 pozos 
  1 2 3 4 
A BL BL C1 (1/30) C1 (1/30) 
B 5 5 C2 (1/15) C2 (1/15) 
C 10 10 C3 (1/15) C3 (1/15) 
D 20 20 C4 (1/10) C4 (1/10) 
E 40 40 C5 (1/15) C5 (1/15) 
F 60 60 A1 (1/30 A1 (1/30 
G 80 80 A2 (1/30) A2 (1/30) 
H 100 100 A3 (1/30) A3 (1/30) 
  Curva Muestras 
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Tabla 3. Resultado de la absorbancia de las muestras de Citratos y acetatos 
  1 2 3 4 5 
A C1 BL BL 0,4844 0,4078 
B C2 0,2229 0,2018 0,3104 0,2635 
C C3 0,3031 0,2808 0,1980 0,1751 
D C4 0,4651 0,4686 0,2042 0,178 
E C5 0,7386 0,7844 0,1498 0,1403 
F A1 0,9344 0,9962 0,1826 0,1576 
G A2 1,0708 1,1809 0,2027 0,201 
H A3 1,307 1,5353 0,1825 0,1939 
    Curva Muestras 
 
La lectura de esta cuantificación arrojó la siguiente formula: 
𝑦 = 0,0123𝑥 + 0,1954 
Donde  
y: Absorbancia de la muestra 
x: mg de proteína 
 
Con la ayuda de los datos anteriores se realizó la curva de concentración de 
albumina (Figura 17): 
 
 
Figura 17. Curva de calibración para cuantificación de Anti-DR  
y = 0,0124x + 0,195 
R² = 0,9897 
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Tabla 4. Conversión de absorbancias a µg de Anti-DR 
Muestra 
π de Abs. 
De Muestras 
µg/ml:  
x=(y-b)/a 
µg/4 ml 
C1 0,4461 20,38 81,53 
C2 0,33195 11,10 44,41 
C3 0,20245 0,57 2,30 
C4 0,201 0,46 1,82 
C5 0,24505 4,04 16,15 
A1 0,3701 14,20 56,81 
A2 0,20185 0,52 2,10 
A3 0,2882 7,55 30,18 
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7. CONCLUSIONES 
 
De las labores efectuadas en las instalaciones de la FIDIC durante la pasantía de 
investigación se concluye que tanto aquí como en cualquier investigación cada 
paso que se lleva a cabo condiciona el resultado obtenido en el siguiente. El 
primer paso a seguir es la reactivación del hibridoma (L-243) el cual debe ser 
previamente preservado teniendo en cuenta algunas recomendaciones; como por 
ejemplo el manejo de Dimetilsulfoxido (DMSO) que es toxico a temperatura 
ambiente. 
 
Siguiendo con el protocolo de trabajo; una vez que se reactiva el hibridoma un 
estricto protocolo de asepsia certifica el crecimiento optimo de un cultivo. Si se 
garantiza la esterilidad de los materiales utilizados en cada una de las etapas del 
trabajo se evita contaminar las muestras, lo que implicaría más allá del descarte 
del material una gran pérdida en tiempo invertido en la labor y gasto de reactivos. 
 
Una vez el hibridoma estabiliza su metabolismo presenta un crecimiento regular; 
sin embargo este puede ser afectado por la densidad celular; esto se debe a que 
si el cultivo está muy concentrado la acumulación de desechos ocurrirá mas rápido 
afectando la viabilidad celular; la solución para esto fue un lavado con ficoll. Esto a 
su vez condiciona la producción del anticuerpo; es necesario ajustar el numero de 
células sembradas por cada mililitro de medio hasta observar que el cultivo es 
próspero. 
 
De la calidad de la molécula aislada depende el éxito de cualquier trabajo 
posterior; debido a esto se requiere una molécula funcional, es esta la importancia 
de usar reactivos con el pH y la concentración correcta de sus componentes; a 
parte de ello el uso de solución tampón neutralizante mantendrá un pH estable 
para conservación del anticuerpo.  
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Existen muchos métodos aplicados para la precipitación de proteínas; sin embargo 
se debe escoger el más adecuado según las necesidades del ensayo; por ejemplo 
exiten trabajos donde se analiza por separado los componentes de la molécula 
aislada. Para este caso se necesita una molécula íntegra; por esta razón la 
precipitación por sulfato de amonio resulta ser una técnica poco agresiva con la 
estructura del Anti-DR; inclusive el aumento de la temperatura puede afectar la 
estructura del anticuerpo; de forma irremediable; es debido a ello que se toma la 
precausión de realizar la precipitación a cero grados centígrados. 
 
El poro de los elementos empleados durante el proceso de diálisis y concentración 
de la muestra de deben ser menores al tamaño del Anti-DR y mayor a la molécula 
de [(NH4)2SO4]; de esta manera se evita el descarte de la proteína y al mismo 
tiempo junto al sulfato de amonio se descartan moléculas diferentes a la de interés 
o proteinas Anti-DR no funcionales por proceso de desnaturalización. 
 
Para aislar la molécula se debe tener claro que características debe tener la fase 
estacionaria para que la afinidad hacia ella sea óptima. Luego de esto se debe 
conocer el pH más estable para el anticuerpo, de esta manera se tendrá certeza 
de cuál debe ser el cambio gradual en la solución tampón aplicado para realizar la 
elución de la molécula de interés.  
 
Al conocer las características de la molécula, se debe implementar técnicas de 
trabajo con condiciones más adecuadas a ella. La concentración del gel debe ser 
la mas apropiada al tamaño de la molécula; por ejemplo si se usa un gel muy 
concentrado impidirá el recorrido normal de la molécula. Si la concentración del 
gel es muy baja la molécula puede salirse de la superficie del gel. 
 
La identificación de una molécula se hace a partir de su unión a un anticuerpo 
marcado, lo cual confiere un alto grado de confianza sobre su identidad debido a 
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que el reconocimiento se realiza en regiones específicas; esta es la importancia 
del uso de las técnicas de detección inmunohistoquímica, cuyas metodologías 
consisten en el uso de anticuerpos específicos a la proteína de interés. De la 
experimentación realizada durante la prueba de dot blot se concluyó que aunque 
la evidencia obtenida no es quimioluminicente se obtienen mejores resultados si 
esto se revela en ausencia de luz. En un estudio realizado por Suarez (2006) se 
expone que la concentración de sales como NaCl (componente de la fosfatasa 
alcalina) puede influir en procesos de fotoxidación catalítica. 
 
Los métodos de cuantificación de proteinas son importante debido a que los 
ensayos realizados necesitan una proporción específica para cada uno de sus 
componentes; si este equilibrio se pierde las reacciones no ocurren. Este principio 
aplica para analizar el comportamiento de todas las moléculas. Es en base a esto 
que se fabrican los medicamentos y se detectan las sustancias en el organismo 
que son síntomas de enfermedades. 
 
Los ensayos realizados permiten entender el mecanismo de acción a través del 
cual las proteínas de reconocimiento antigénico responden ante un 
microorganismo para armar el plan de defensa.  
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8. ANEXOS 
Preparación de reactivos: 
 
MEDIO RPMI 
El hibridoma L-243 se cultivó en medio RPMI (Anexo 1) sin embargo la línea 
mencionada tiene unas exigencias especiales para su desarrollo por lo que este 
medio de cultivo fue suplementado (Mucci, Aller, Kaiser, Hozbor, & Alberio, 2006). 
El medio RPMI 1640 (Gibco - Invitrogen Corporation) se suplementó por cada litro 
preparado con hepes 11,4 mM (C8H18N2O4S), bicarbonato de sodio 23,8 mM 
(NaHCO3), ácido pirúvico 1 mM (C3H3O3Na), L-glutamina 4 mM (C5H10N2O3) y 
antibiótico-antimicótico 1% (Anexo 2). 
 
Anexo 1. Suplemento para prepación del medio RPMI 
REACTIVO 1L 
Antibiótico - Antimicótico (mL) 10 
Hepes (g) 2,7 
NaHCO3 (g) 2 
Piruvato Líquido (mL) 
O 
10 
Piruvato Sólido (gr)(OPCIONAL) 0,11 
L-glutamina (g) 0,5844 
 
 
Anexo 2. Preparación del medio RPMI 1640 
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Tinción de Gram 
 
Técnica desarrollada por el doctor Christian Gram en 1884; la cual clasifica a las 
bacterias en Gram positivas y Gram negativas según el grosor de su membrana 
celular (Rodriguez & Gamboa, 2005) (Anexo 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PBS 10X 
Del ingles Phosfate Buffer Saline; este es un reactivo de importancia durante todo 
el proceso de producción, concentración y purificación de la molécula Anti-DR, 
debido a esto se necesitaron grandes cantidades de el. Este es el motivo por el 
que se preparó concentrado 10 veces; lo cual indica que es una solución madre 
que se diluye (1:10) en el solvente (H2O) debido a esto cada litro preparado 
equivalía a 10 litros para trabajar (Ver Anexo 4) 
 
Anexo 4. Preparación de PBS 10X 
REACTIVO 
CANTIDAD (gr) 
1 L 2 L 
NaCl 80 160 
KCl 2 4 
Na2HPO4 (anhidro) 11,5 23 
KH2PO4 2 4 
 
Anexo 3. Metodología de la Tinción de Gram 
Reactivo Tiempo (seg.) 
Cristal Violeta 60 
Lavado 
Lugol 60 
Lavado 
Alcohol 20 
Lavado 
Fucsina 20 
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GEL DE POLIACRILAMIDA 
El gel de poliacrilamida se compone de 2 partes; un gel de concentración y el gel 
de corrido. El gel de concentración es estándar para todos los geles; mientras que 
para el caso del gel de separación la concentración depende del tamaño de las 
proteínas que se quieren visualizar. La función de los reactivos usados par el gel 
se explica en el anexo 5. 
 
Anexo 5. Reactivos para preparación del gel de poliacrilamida 
Reactivo Preparación Función 
Tris-HCL 1,5 M (pH: 
8,8) 
Reactivo Tris base (TRIS (Hydroxymethyl) 
Amino Methane) cuyo peso molecular es 
121,14 g/mol. Luego de esto se ajusta el pH 
del reactivo al indicado para cada uno. 
Amortiguador 
Tris-HCL 0,5 M (pH: 
6,8) 
SDS stock 10% 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) se utiliza la 
formula (m/v) y se usan H2O como solvente. 
Detergente 
Acrilamida/bisacrilam
ida (stock 30%) 
La proporción acrilamida/bisacrilamida es 
(29,2:0,8)/100ml de H2O. 
Polímero sólido 
APS 10% 
APS (Amonium Persulfate) se sigue la 
fórmula de (m/v) usando H2O como 
solvente. 
Detonante de la 
reacción de 
polimerización 
Temed 
Producto de Bio-Rad; Temed es la inicial de 
(Tetramethylethylenediamine) 
Catalizador de la 
polimerización del 
gel 
 
 
La concentración del gel de poliacrilamida varía. Para el caso del Anti-DR se usa 
una concentración entre 10% y 12% en el gel de separación; mientras que el de 
concentración es estándar. Para consultar la proporción de los reactivos revisar 
los Anexos 6 y 7. 
 
 
 
 
 
 
Anexo 6. Preparación del gel de separación 
Reactivo 10% 12% 
agua deshionizada 2,43 mL 2,01 mL 
Tris-HCL 1,5 M (pH:8,8) 1,5 mL 1,5 mL 
10% SDS Stock 60 µL 60 µL 
Acrylamide/Bis (30% Stock) 1,62 mL 2,4 mL 
10% APS 36 µL 36 µL 
TEMED 12 µL 12 µl 
 
Anexo 7. Preparación del gel de concentración 
Staking Gel Preparation Cantidad 
Deionized Water (mL) 1,2 mL 
0,5 M Tris-HCL (pH: 6,8) 500 µL 
10% SDS Stock 60 µL 
Acrylamide/Bis (30% Stock) 312 µL 
10% APS 36 µL 
TEMED 12 µL 
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